jyf^ r T i WELT0RGANISAT10N FOR OE1ST1GES EIGENTUM 

A \^ K Internationales Bttro ^ 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG tJBER DJE 
INTERNATIONALE ZUSAMMEN ARBEIT AUF DEM GEBIET PES PATENTWESENS (PCT) 



(SI) Internationale Patentklassifikation 7 
C12P 19/04, 39/00 



Al 



(11) Internationale VerSffentlichungsnummer: WO 00/08201 

17. Februar2000 (17.02.00) 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatum: 



(21) Internationales Aktenzcichen: PCT/EP99/0568 1 

(22) Internationales Anmeldcdatum: 5. August 1999 (05.08.99) 



(30) Prioritatsdaten: 

198 35 767.2 



7. August 1998 (07.08.98) 



DE 



(71) (72) Anmelder und Erftndcr: KUL1CKE, Werner-Michael 
[DE/DE]; Schachblumenweg 12, D-22523 Hamburg (DE). 

(72) Kr finder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): KATH, Franziskus, Karl, 
Thomas [DE/DE]; Wrangelstrasse 90, D-20253 Hamburg 
(DE). 

(74) Anwalt: SCHMIDT-BOG ATZKY, JUrgen; Luneburger Tor 4, 
D-21073 Hamburg (DE). 



(81) Bestimmungsstaaten: AU, CA, CN, JP, US, ZA, europaisches 
Patent (AT, BE, CH, CY, DE, DK, ES, Fl, FR, GB, GR, 
JE, IT, LU f MC, NL, PT, SE). 



VcrotTentlicht 

Mit internationalem Recherchenberichi. 

Vor Abtaufder flir Anderungen der AnsprUche zugelassenen 

Frist; Veroffenttichung wird wiederholt fails Anderungen 

eintreffen. 



(54) Title: METHOD FOR OBTAINING HIGH-MOLECULAR BIOLOGICALLY ACTIVE 1MMUNOMODULATING POLYSACCHA- 
RIDES FROM SACCHAROMYCES CEREVISIAE YEAST 



(54) Bezekhnung: VERFAHREN ZUR GEWINNUNG HOCHMOLEKULARER BIOLOGISCH AKTIVER IMMUNMODULIEREN- 
DER POLYSACCHARIDE AUS HEFE SACCHAROMYCES CEREVISIAE 



(57) Abstract 

The invention relates to a method for obtaining high molecular biologically active immumodulating polysaccharide from 
Saccharomyces cerevisiae yeast. In a first step, the yeast cells are mechanically disintegrated under the effect of shear forces in such 
a way that the cell walls are separated from the inner part of the cell. In a second step, the cell wall material obtained is purified and dried. 
The cell wall material is then subjected to enzymatic digestion in a third step and the aqueous insoluble glucan thus formed is obtained 
as a solid by centrifugation and the aqueous soluble mannan is obtained in the supernatant. Said method makes it possible to obtain high 
yields of glucan and mannan with intact native structure. 

(57) Zusamnienfassung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung hochmolekularer biologisch aktiver immunmodulierender Polysaccharide aus Hefe 
Saccharomyces Cerevisiae. In einer ersten Verfahrensstufe werden die Hefezellen durch Einwirkung von Scherkraften mechanisch soweit 
zerrissen. daft die Zeilwiinde vom Zellinneren getrennt sind. Die Zeilwandbestandteile werden von den Bestandteilen des Zellinneren getrennt. 
In einer zweiten Verfahrensstufe wird dann das gewonnene Zellwandmaterial gereinigt und getrocknet. Danach wird das Zellwandmateria! 
in einer dritten Verfahrensstufe einem enzymatischen AufschluB unterzogen und das hierbei entstehende wasserunlflsliche Glucan durch 
Zentrifugation als Festsloff und das wasserlosliche Mannan im Uberstand gewonnen. Durch dieses Verfahren erfolgt eine hohe Ausbeute 
von Glucan und Mannan mit intakter nativer Struktur. 
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Verfahren zur Gewinnung hochmolekularer biologisch aktiver 
immunmodulierender Polysaccharide aus Hefe Saccharomyces Cerevisiae 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Gewinnung hochmolekularer biologisch aktiver 
immunmodulierender Polysaccharide aus Hefe Saccharomyces Cerevisiae. 

Die Bedeutung des Immunsystems zur Abwehr von Krankheiten in menschlichen und 
tierischen Organismen ist bekannt. Es ist ferner allgemein bekannt, daft es in der 
Zellwand von Hefe Polysaccharide gibt, die in tierischen und menschlichen Organismen 
immunstimulierend wirken und zur Abwehr von Krankheiten eingesetzt werden konnen. 
Diese Polysaccharide sind Mannan und Glucan. Das Mannan. bestehend aus 1,2-, 1,3- 
und 1,6-a-glykosidisch verknupften Mannose-Einheiten, ist an eine Protein-Matrix 
gebunden und sitzt auf der aufteren Zellwand der Hefezelle, wahrend das Glucan 1,3-p- 
glykosidisch verknupft ist mit wenigen 1 ,6-p-glykosidischen Seitenketten und sich in der 
inneren Zellwand befindet. Zur Isolierung dieser beiden Polysaccharide wurden 
zahlreiche Verfahren entwickelt, bei denen durch Einwirkung von Sauren und Laugen 
die beiden Zellwandkomponenten getrennt werden. Bei diesen herkbmmlichen 
Verfahren sind jedoch viele Verfahrensschritte erforderlich und dartiber hinaus wird 
die native Struktur der Zellwand-Potysaccharide beschadigt, so daft die 
immunabwehrfordernden Effekte beeintrachtigt werden. 

Die Aufgabe der Erfindung besteht darin, das Verfahren der eingangs genannten Art so 
zu gestalten, daft bei einer Verminderung der erforderlichen Verfahrensschritte ein 
optimaler immunmodulierender Effekt erzielt wird. 

Erfindungsgemaft erfolgt die Lfisung der Aufgabe durch die Merkmaie des Anspruchs 1. 
Vorteilhafte Ausgestaltungen der Erfindung werden in den abhangigen AnsprUchen 
beschrieben. 

Nach der Erfindung wird gegenOber den herkommlichen sauren und alkalischen 
Extraktionen bei der Isolierung der Polysaccharide eine Degradation vermieden, da 
durch den Einsatz von Enzymen extreme pH-Werte vermieden werden. Aulierdem wird 
die Anzahl der erforderlichen Verfahrensschritte deutlich reduziert. Gemaft der 
Erfindung werden zunachst Ober einen mechanischen Zellaufschlufi die Zellwande vom 
Zellinneren abgetrennt und die erhaltenen Zellwandabschnitte gereinigt und getrocknet. 
Vorteilhaft ist eine Gefriertrocknung. Es ist aber auch die Anwendung anderer 
Gefrierverfahren m6glich. Dann erfolgt eine Einwirkung von technischen 
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1 Enzymen auf die isolierten Zellwandabschnitte der Hefe Saccharomyces Cerevisiae, 
wodurch die Substanzen rein isoliert werden konnen. Man erhalt sowohl Mannan als 
auch Glucan, welche direkt fOr immunstimulierende Zwecke z.B. in Hautcremes 
eingesetzt werden k6nnen. Da das Glucan in Wasser unldslich ist t kann es durch 

5 chemische Umsetzungen in wasserlosliche Derivate liberfuhrt werden. Hierzu sind 
zahlreiche Derivatisierungsmethoden bekannt. Es konnen spezielle Mannan- 
Komponenten isoliert werden, die Molmassen im Bereich von 20.000 bis 400.000 g/mol 
haben, eine spezifische , immunmodulierende Reaktion zeigen und dabei aber nicht 
cytotoxisch wirken. Diese Mannan-Komponenten kfinnen unter Umstanden auqh zur 

10 Bekampfung von Asthma-Erkrankunen genutzt werden, da sie in in vitro Tests eine 
immunsuppressive Wirkung zeigten. Zur Isolierung der Polysaccharide konnen 
vorteilhaft kommerzielle Enzyme eingesetzt werden, wie Protease (SIGMA-ALDRICH), 
Pronase (MERCK), beide aus Streptomyces griseus, Lyticase, auch Zymolyase genannt 
(SIGMA-ALDRICH), wie auch Enzymcocktails aus Helix pomatia und aus Cytophaga 

15 (MERCK). Es ist aber auch die Verwendung anderer geeigneter Enzyme oder 
Enzymcocktails moglich. 



Der Vorteil der enzymatischen Isolierung von Hefeinhaltsstoffen besteht darin, dafi 
Glucanderivate und Mannan bereits ohne Dosis-Wirkungsoptimierung wirksam sind und 
20 dies sogar im in vivo Test zur UberprOfung der Anti-Tumoraktivitat. Ein Tumor wachst 
auch nach erneuter Inkubation nicht wieder an. Durch Anwendung der Glucanderivate 
und Mannan besteht auch keine ToxizitSt, bzw. nur eine geringe Toxizitat. 

Das nach der Erfindung gewonnene Mittel kann vielfaltig angewandt werden. 
25 Fur die Wundheilung ist es moglich, das Mittel rein physikalisch als 

feuchtigkeitsspeichernde Abdeckung und bei offenen Wunden zur Aktivierung von 
Immunzellen zu verwenden, Ferner wirkt das Mittel gegen pathogene Bakterien und 
Viren. Aulierdem hat das erfindungsgema/Je Mittel eine regulierende Wirkung auf 
Autoimmunkrankheiten wie z.B. Asthma und Epilepsie. 

30 

Die Anwendung kann iiber Salben, Emulsionen, Gellosungen, durch Spritzen oder 
Mikroverkapselung, oral durch Pillen oder Losungen oder intramuskuiar z.B. durch 
Spritzen in die Bauchhbhle oder intravenos erfolgen, was ein h6chstes 
Wirkungspotenzial hat. Der Einsatz des erfindungsgerna&en Mittels ist mbglich bei HIV- 
35 Infektionen, Tumoren sowohl bei Menschen wie auch Tieren, Tuberkulose, akuter 
Sepsis, Bakterien, Pilze, gesteigerter Interferonproduktion, zur Steigerung der 
Leukozytenzahl, zur Wundheilung wie z.B. zum Schutz vor Strahlenschaden und 
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hMdtantund daruber hinaus zur Erhohung dar Transplantationsimmumta zur 
Bekampfung von Trauma, zur Erhohung von Blulbildung und zur ImplunterstUtzung. 
Ferner 1st ebenso eina umfangraicha Anwandung bei Tiaran zur Immunforderung 
moglich. 

Im folgenden wird das erfindungsgema&e Verfahren anhand der in der Zeichnung 
schematisch dargestellten Verfahrensablaufe naher erlautert. 

Die Hefezellen 1 werden in der ersten Verfahrensstufe A durch Einwirkung von 
Scherkraften mechanise* zerrissen. so daB die Zellwande vom Zellinneren getrennt 
werden. Hierzu wird ein Mahlbehalter 2 mit einer Suspension aus Hefezellen und 
Glasperlen gefullt und in z.B. einer Schwingmuhle 3 mit hoher Frequenz geschiittelt. Als 
Glasperlen werden vorzugsweise solche mit einem Durchmesser von 0,75 - 1,5 mm 
verwendet. Die Frequenz der Schwingmuhle 3 betragt z.B. 1600 s \ Das so gewonnene 
Zellwandmaterial 4 wird dann in einer weiteren Verfahrensstufe B durch Zentrifugation 
gereinigt oder aber an mikroporosen Membranen durch Waschen gereinigt. Das so 
aufbereitete Zellwandmaterial 4 wird dann gefriergetrocknet. In der dann folgenden 
Verfahrensstufe C wird das Zellwandmaterial 4 einem enzymatischen AufschluB 
unterzogen. Spezifische Enzyme wie Pronase oder Glucanase oder spezifische 
Enzymcocktails wie Zymolyase, Cytophaga, Heticase oder Cellulase zerstoren in der 
aulieren Zellwand des Zellwandmaterials 4 die Proteinmatrix und setzen losliches 
Mannan 5 frei. Das unlbsliche Glucan 6 wird durch Zentrifugation abgetrennt und 
gesondert aufbereitet. Das Mannan 5 kann durch Dialyse oder chromatographisch 
gereinigt werden. 

Nachstehend werden zwei Ausfuhrungsbeispiele der Erfindung beschrieben: 
1. Ausfuhrungsbeispiel 

5.0 g Hefezellwande aus dem mechanischen AufschluB wurden in 1 15 ml Trispuffer 
Losung (Tri(hydroxymethyl)aminoethan, mit Salzsaure auf pH = 7,5 eingestellt) 
suspendiert und auf 37,0°C temperiert. 10,6 mg Pronase E (Streptomyces griseus. Fa. 
MERCK) wurden in 5 ml Puffer-Losung gelGst und zum Reaktionsgemisch 
hinzugegeben. Nach sechs Stunden wurde der Feststoff abzentrifugiert und der 
Gberstand dialysiert. Nach Gefriertrocknung erhielt man Mannan aus dem Dberstand, 
wahrend im Feststoff 2,9 g Glucan zu finden sind. 
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2. Ausfuhrungsbeispiel 

1,55 g Hefezellwande aus dem mechanischen AufschluG wurden in 60 ml Trispuffer- 
Losung (Tri(hydroxymethyl)aminoethan, mit Salzsaure auf pH = 7,5 eingestellt) 
suspendiert und auf 37,0°C temperiert. 462 mg Protease (Streptomyces griseus, Fa. 
SIGMA) wurden in 5 ml Puffer-Losung gelost und zum Reaktionsgemisch 
hinzugegeben. Nach 6,5 Stunden wurde der Feststoff abzentrifugiert und der Uberstand 
dialysiert. Nach Gefriertrocknung erhielt man 352 mg Mannan aus dem Uberstand, 
wahrend im Feststoff 522 mg Glucan zu finden sind. 

Das gewonnene wasserunlosiiche Glucan kann chemisch durch Carboxymethylirung, 
Phosphatierung, Sulfatierung, Sulfonierung, Glycosidierung Oder dergleichen in eine 
losliche Form gebracht werden. Bei dem gewonnenen wasserunloslichen Glucan kann 
durch Einwirkung von Ultraschall die Loslichkeit und dadurch die Bioverfugbarkeit erhdht 
und fur eine zu behandelnde Person unerwUnschte Nebenwirkungen verhindert werden. 
Es ist auch moglich, das gewonnene wasserunlosiiche Glucan sowohl chemisch, wie 
auch durch Ultraschall zu'behandeln. Ferner ist es moglich, das gewonnene 
wasserunlosiiche Glucan bei unterschiedlichen Temperaturen zu behandein. Kurzzeitig 
kann das Autoklavieren des wasserunloslichen Glucans bei Temperaturen bis 200 C 
erfoigen. Bei einer Zeit des Autoklavierens des wasserunloslichen Glucans langer als 5 
min kann dies bei Temperaturen bis 150 C erfoigen. Das wasseriesliche Glucan kann 
auch in einem Losungsmittel DMSO einem Dehnstromvorgang unterworfen werden. 
Hierzu ist es moglich, da(i das wasserlosliche Glucan durch eine Lochblende, eine 
porose Kugelschuttung, eine RollenmOhle oder eine Einrichtung fur eine 
Kapiliarstromung gefuhrt wird. 
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1 1 Verfahren zur Gewinnung uJ££$£fS2S!»* akUver immunmodulierender 

Polysaccharide aus Hefe Saccharomyces Cerevisiae. dadurch gekennzeichnet, daft .n 
einer ersten Verfahrensstufe A die Hefezellen durch Einwirkung von Scherkraften 
mechanisch soweit zerrissen werden, daft die Zellwande vom Zellinneren getrennt s.nd 

5 und daft dann die Zellwandbestandteile von den Bestandteilen des Zellinneren getrennt 
werden. daft dann in einer zweiten Verfahrensstufe B das in der ersten Verfahrensstufe 
A gewonnene Zellwandmaterial gereinigt und getrocknet wird und daft dann das 
, Zellwandmaterial in einer dritten Verfahrensstufe C einem enzymatischen Aufschluft 
unterzogen und das hierbei entstehende wasserunlosliche Glucan durch Zentrifugation 

1 o als Feststoff und wasserlosliche Mannan im Uberstand gewonnen wird. 

2. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft das in der ersten 
Verfahrensstufe A gewonnene Zellwandmaterial gefriergetrocknet wird. 

15 3. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet. daft die in der ersten 

Verfahrensstufe A gewonnenen Zellwandbestandteile durch Zentrifugation von den 
Bestandteilen des Zellinneren getrennt und vor der Gefriertrocknung gereinigt werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daft die in der ersten 

20 Verfahrensstufe A gewonnenen Zellwandbestandteile an mikroporfisen Membranen von 
den Bestandteilen des Zellinneren getrennt und durch Waschen vor der 
Gefriertrocknung gereinigt werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafi die gefriergetrockneten 
25 Zellwandbestandteile in einem Puffersystems bei einem pH-Wert von 3.0 bis 1 1 bei 

Temperaturen zwischen 20°C und 50°C uber einen Zeitraum von vier bis 30 Stunden 
mit enzymatischen Aufschluftmitteln zur Reaktion gebracht werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daft als enzymatisches 

30 Aufschluftmittel Proteasen aus Slreptomyces griseus und/oder Lyticase (Zymolyase) 
verwendet werden. 
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, 7 Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. dali als enzymatiscnes 

Aufsch.uBmit.el Enzymcockt* aus Helix poma.ia und/oder aus Cy.ophaga veavende. 
werden. 

5 8 Verfahren nach Anspruch 1 und 2, 6 oder 7, dadurch gekennzeichnet. daft als 
enzymatiscnes Aufschluftmitlel ein Gemisch aus Enzymen und Enzymcockta.ls 
verwendet wird. 

9 Verfahren nach Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, daft das gewonnene 
1 o. wasseruniosliche Glucan chemisch durch Carboxymethylirung, Phosphatierung, 
Sulfatierung, Sulfonierung, Glycosidierung oder dergleichen in eine losliche Form 
gebracht wird. . 

10. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, daft bei dem gewonnenen 

1 5 wasserunloslichen Glucan durch Einwirkung von Ultraschall die Loslichkeit erhoht und 
for eine zu behandelnde Person unerwtinschte Nebenwirkungen vermindert werden. 

1 1 . Verfahren nach Anspruch 9 und 10, dadurch gekennzeichnet, daft das gewonnene 
wasseruniosliche Glucan sowohl chemisch wie auch durch Ultraschall behandelt wird. 

20 

12. Verfahren nach Anspruch 9 bis 11, dadurch gekennzeichnet, daft das gewonnene 
wasseruniosliche Glucan bei unterschiedlichen Temperaturen behandelt wird. 

13. Verfahren nach Anspruch 12. dadurch gekennzeichnet, daft das Autoklavieren des 
25 wasserunloslichen Glucans kurzzeitig bei Temperaturen bis 200 C erfolgt. 

13. Verfahren nach Anspruch 12 dadurch gekennzeichnet. daft das Autoklavieren des 
wasserunloslichen Glucans langer als 5 min bei Temperaturen bis 150 C erfolgt. 

30 15. Verfahren nach Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet, daft das wasserlosliche Glucan In 
einem Losungsmittel DMSO einem Dehnstromungsvorgang unterworfen wird. 



16. Verfahren nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet. daft das wasserlosliche Glucan 
durch eine Lochblende, eine pordse KugelschUttung. eine Rollenmuhle oder eine 
35 Einrichtung fur eine Kapillarstromung gefQhrt wird. 
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